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Recenzja pracy doktorskiej mgr Piotra Jana Machtela pt. “Opracowanie metody identyfikacji
ryboprzelacznikéw bakteryjnych z wykorzystaniem wysokoprzepustowego sekwencjonowania
(Term-SHAPE-seq) oraz zestawu metod nacelowanych na analiz¢ ich struktury i aktywnosci

transkrypcyjnej”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr Piotra Jana Machtela zostala wykonana pod
kierunkiem dr hab. Kamilli Bakowskiej-Zywickiej w Zespole Transkryptomiki Funkcjonalnej
Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu. Mgr Machtel jest pierwszym autorem pracy
przegladowej w J. Appl. Genet. (2016), wspétautorem publikacji w FEBS Open Bio. (2016) oraz

pierwszym wspétautorem manuskryptu (obecnie w bazie BioRxiv i w trakcie recenzji w Sci. Rep.).

Prawidiowe funkcjonowanie wszystkich organizméw, takze jednokomérkowych, wymaga
Scistej koordynacji ekspresji genow, szczegdlnie podczas adaptacji do zmieniajacych si¢ warunkow.
Odbywa si¢ to gléwnie przez regulacje transkrypcji, wydajnosci dojrzewania i stabilnosci mRNA,
przebiegu translacji oraz poziomu, wiasciwosci (modyfikacje) i stabilnosci biatek. W komérkach
bakteryjnych jeden z mechanizméw regulacji polega na wykorzystaniu ryboprzelagcznikow, ktére
poprzez wigzanie swoistych ligandéw maja wplyw na strukture czasteczek mRNA, co umozliwia
specyficzne oddziatywanie z szeregiem czynnikéw biatkowych lub regulatorowych czasteczek
ncRNA. W swojej pracy doktorskiej mgr Machtel podjal si¢ opracowania wyskoprzepustowego
podejscia identyfikacji ryboprzetacznikéw transkrypeyjnych, ktére opiera si¢ na potaczeniu dwéch
znanych juz wczesniej technik, Term-seq i SHAPE-seq. W rezultacie nowa metoda, adekwatnie
nazwana Term-SHAPE-seq, pozwala na wyznaczenie miejsc przedwczesnej terminacji transkrypcji
oraz struktury drugorzedowej RNA tworzacej ryboprzetacznik. Gléwne osiggnigcia wynikajace z
przeprowadzonych badaf polegaly przede wszystkim na opracowaniu, zoptymalizowaniu i
zastosowaniu Term-SHAPE-seq do wyszukania i zbadania wilasciwosci ryboprzelacznikéw
transkrypcyjnych u Bacillus subtilis. W rezultacie wykryto i zweryfikowano istnienie nowego

ryboprzelgcznika w sekwencji 5> UTR genu yfimG oraz okreslono jego parametry biochemiczne i



strukturalne, wykorzystujac podejscia przetestowane wczesniej w pracy dla lepiej poznanego
ryboprzetgcznika SAM metE. Ciekawe sg rowniez obserwacje, ze ryboprzelgczniki tego samego
typu (w tym przypadku klasy SAM-I) regulujace ekspresj¢ roznych genéw czy operonéw cechuja
si¢ réznym profilem aktywnosci na skutek braku ligandu (metioniny) oraz ze poziom indukcji nie
przeklada si¢ bezposrednio na zmiang ekspresji regulowanego genu/operonu.

W pracy zastosowano zaréwno standardowe metody biologii molekularnej i biochemii
dotyczace analizy kwaséw nukleinowych, jak i specjalistyczne i zaawansowane techniki, rowniez
wysokoprzepustowego sekwencjonowania, stuzace do badan oddzialywania czasteczek RNA-ligand
oraz struktury drugorzedowej RNA in vitro i in vivo (SHAPE). Uzycie tych technik byto mozliwe
dzigki ekspertyzie dostgpnej w laboratorium Kamilli Bgkowskiej-Zywickiej oraz w Instytucie
Chemii Bioorganicznej PAN. Praca zawiera wszystkie niezbedne czesci i zostala przygotowana w
spos6b umozliwiajacy zrozumienie omawianych zagadnien i wykonanych badan. Rozprawa jest
napisana po polsku, poprawnie, w sposéb jasny i przejrzysty, bogatym i nawet czasem ozdobnym
Jezykiem, a bledy czy niezrgcznosci jgzykowe sg nieliczne. Dysertacja jest starannie opracowana i

uje¢ta pod wzgledem struktury i zawartosci, a takze edytorskim, ale mogtaby by¢ bardziej zwiezla.

W obszernym i usystematyzowanym wstepie autor wyczerpujaco przedstawil tematyke
zwigzang z regulacja ekspresji genéw w organizmach bakteryjnych, czasem nawet nadmiernie
szczegdtowo 1 na zbyt podstawowym poziomie (np. tre$é¢ poczatkowych rozdziatéw 2.1.1-2.1.3,
lacznie z przedstawieniem dziatania operonu lacZYA). Z kolei doglebne omdwienie terminacji
transkrypcji bakteryjnej polimerazy RNA oraz regulatorowych funkcji czasteczek RNA, w
szczegdlnosci ryboprzelacznikow, i ich wlasciwosci, poparte informatywnymi i obficie
ilustrowanymi przykladami regulacji jest bardzo przydatne i przyczynia si¢ do lepszego
zrozumienia problematyki i zakresu badan zawartych w pracy. Bardzo sympatyczna jest takze
krotka opisowa historia dziejdw RNA w rozdziale 2.2.1. Z perspektywy osoby zajmujacej si¢
zblizong tematyka w komodrkach eukariotycznych brakuje moze zwigzlego podkreslenia
specyficznosci omawianych w pracy typdw regulacji dla komoérek bakteryjnych. Niektore elementy
omawianych mechanizmow (np. przetgczniki typu TTP) sg obecne u eukariota, ale sg zdecydowanie
rzadziej spotykane, jest to co prawda omdéwione w rozdziale 2.2.4.2, ale przydaloby si¢ bardziej
stanowcze uwydatnienie tych réznic.

Cele pracy s3 jasno i precyzyjnie sformutowane i dokladnie okreslaja zakres planowanych
doswiadczen, aczkolwiek sg ujete zbyt obszernie i opisowo. Przede wszystkim przedstawienie
technicznych szczeg6téw nie jest wlasciwe w rozdziale dotyczacym celéw pracy. Czgs¢ zawartosci
tego rozdzialu zdecydowanie lepiej pasuje do sekcji wynikéw, jako uzasadnienie i wyjasnienie
konkretnych etapéw pracy doswiadczalnej. Materialy i metody s3 zaprezentowane poprawnie i
kompetentnie, jednak wiele elementéw technicznych zamiast w tej sekcji znajduje si¢ w rozdziatach
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poswigconych wynikom, brakuje takze kilku istotnych informacji (wymienione w uwagach
szczegbdtowych).

Czg$¢ opisujacg wyniki doswiadczalne polgczono z ich dyskusja, co jest uzasadnione w
przypadku pracy o charakterze metodologicznym i skladajacej si¢ w kilku zadan. Wyniki sg
przedstawione niezwykle skrupulatnie, ze szczeg6lnym uwzglednieniem konkretnych procedur i z
wyczerpujagcymi  wyjasnieniami ulatwiajagcymi prze$ledzenie kolejnych etapéw. Potrzeba
dokladnego ujgcia strony technicznej pracy pos$wigconej opracowaniu nowej metody jest
zrozumiala, jednak jak na potrzeby dysertacji doktorskiej jest to potraktowane w sposdb zbyt
opisowy, brakuje rzeczowosci i pewnej dyscypliny naukowej, na skutek czego praca jest
nadmiernie rozbudowana i rozwlekla. Wiele szczeg6low eksperymentalnych powinno by¢ raczej
umieszczone w czgsci Materialy i Metody, a nie przy omawianiu wynikow.

Na podstawie rezultatdow pierwszego sekwencjonowania Term-SHAPE-Seq autor wnioskuje,
ze powiodlo si¢ wykrycie zachodzenia przedwczesnej terminacji transkrypcji, co moze $wiadczy¢ o
regulacji ekspresji z udzialem ryboprzelgcznikéw transkrypeyjnych. Zalozenia metody zostaly
potwierdzone przez identyfikacj¢ znanych struktur tego typu. Pytanie, ile z ryboprzetacznikow
scharakteryzowanych dotychczas u B. subtilis zostalo wykrytych przy pomocy Term-SHAPE-Seq,
nie znalaztam takiej informacji w pracy. Ponadto, dzieki zastosowaniu modyfikacji RNA z uzyciem
NAI udalo si¢ uzyskac¢ informacje dotyczace struktury badanych czasteczek RNA. Za poprawnoscia
tych danych przemawiajg wygenerowane na ich podstawie struktury drugorzedowe tRNA™ i 58
RNA. Ciekawe jak zgodnos¢ ta wyglada dla czasteczek mRNA o mniej stabilnych i zdefiniowanych
a bardziej zmiennych strukturach? Nie jestem pewna czy takie dane sa dostgpne dla mRNA B.
subtilis, ale struktury niektorych mRNA zapewne byly badane i warto pokusi¢ si¢ o porownanie. W
przypadku E. coli analiza wysokoprzepustowa struktur RNA przy uzyciu SHAPE ujawnila wiele
ciekawych informacji dla czasteczek mRNA (Mustoe et al., Cell, 2018). Wyszukiwanie nowych
potencjalnych ryboprzelacznikéw zostalo omdéwione na dwéch przyktadach (srIX w operonie asnH
1 w rejonie 5'UTR genu yfmG). Czy tylko te dwie sekwencje zostaly zidentyfikowane jako
potencjalne ryboprzelaczniki, to do§¢ skromna liczba, wydaje si¢, ze odpowiednia analiza danych
powinna wyloni¢ znacznie wigcej takich przypadkéw, mimo zastosowania sekwencjonowania o
sredniej przepustowosci. Mylace sa sprzeczne stwierdzenia dotyczace srLX, pierwsze to ,,Pierwszym
kandydatem na ryboprzetacznik jest sekwencja liderowa s#/X” (str. 77), a drugie ,,(...) zdaje si¢ by¢
mato prawdopodobne by region srIX petnil funkcj¢ ryboprzetacznika”. Prosze o komentarz w tej
kwestii. Obecno$é ryboprzelgcznika w rejonie S'UTR genu yfinG zostata zweryfikowana pod katem
strukturalnym i funkcjonalnym z zastosowaniem dwdch z trzech wezeéniej przetestowanych metod,
jednak nie udalo si¢ ustali¢ natury ligandu wigzacego t¢ strukturg. Czy autor ma jakies
przypuszczenia co do mozliwych ligandéw innych niz testowane?

Z kolei wnikliwa analiza danych dotyczacych indukcji ryboprzetacznikow SAM-I
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doprowadzila do konkluzji, ze profil indukcji jest swoisty dla kazdego z genéw/operonéw, mimo ze
regulacja jest oparta o ten sam typ ryboprzelacznika. Okazalo si¢, ze dynamika indukcji jest
powigzana z fizjologicznym znaczeniem tych genéw w metabolizmie metioniny, siarki i
pokrewnych szlakéw, czyli najsilniejsze zmiany zachodzg dla czynnikéw bezposrednio
zaangazowanych w odpowiedz na brak metioniny. Czy widoczna jest korelacja miedzy poznanymi
strukturami ryboprzetacznika obecnymi w kazdym z gendéw, silg oddziatywania z ligandem i
stopniem indukcji? Czy jest mozliwe przelozenie wspélczynnika IR na zmiany syntezy
poszczegdlnych bialek, np. na podstawie dostepne;j literatury?

Ostatnia cz¢$¢ pracy dotyczy modyfikacji usprawniajacej analizg aktywnosci transkrypeyijnej
ryboprzelacznikéw poprzez wprowadzenie dodatkowego etapu cigcia transkryptow przy udziale
RNazy H. Optymalizacja reakcji w warunkach in vitro opisana szczegélowo w rozdziale 4.4.1 jest
tak naprawd¢ zbgdna, poniewaz jest to bardzo dobrze opisane podejscie, ponadto zastosowanie tego
etapu dla catkowitego RNA wyizolowanego z bakterii stwarza zupelnie inng sytuacj¢, co takze
zauwaza sam autor. Szkoda, Ze nie zastosowano etapu denaturacji podczas procedury cigcia RNazg
H w warunkach ex vivo, co zapewne zwigkszyloby wydajnosé reakcji. W przeciwienstwie do
zbgdnych elementéw technicznych w poprzednich rozdziatach Wynikéw, opis metody ddPCR jest
jak najbardziej na miejscu, poniewaz jest to podejécie mniej znane i rzadziej wykorzystywane.
Zastosowanie tej techniki jest w pelni wlasciwe, poniewaz pozwolito na okreslenie bezwzglednego
poziomu badanych transkryptéw z duzg czuloscig. Czy prébowano wiec wyznaczyé ta metoda
stgzenie czgsteczek mRNA yxjH i yoaDCB, ktérych ilosé byla zbyt niska do detekcji metodg RT-
qPCR? Mogloby to pokaza¢, czy faktycznie ddPCR jest bardziej czuly i nadaje si¢ do detekcji
transkryptow o stabej ekspresji. Por6wnanie wspéiczynnikéw indukcji uzyskanych obiema metodami
(RT-gPCR i ddPCR) pokazato, ze wyniki nie s3 do kofica spéjne, czy autor mégiby jednoznacznie
oceni¢, ktéra metoda jest bardziej wiarygodna? Ponadto, dziwi troche wykonanie jednego
powtorzenia biologicznego eksperymentéw z uzyciem ddPCR (wnioskuje to na podstawie braku
analizy statystycznej).

Dyskusja uzyskanych wynikéw po kazdym z kolejnych zadan w osobnych rozdziatach jest
wnikliwa i rzeczowa. Zawiera przede wszystkim podsumowanie rezultatéw i skupia si¢ na
technicznej stronie eksperymentéw, co jest zrozumialte w pracy o charakterze metodologicznym.
Jednak w zbyt duzym stopniu pokrywa si¢ z sekcja wynikéw i brakuje troche bardziej generalnych
wnioskow. Koficowe podsumowanie pozwala na bardziej cato$ciowe spojrzenie na osiagniecia
uzyskane w pracy, chociaz powinno by¢ bardziej zwigzte i spdjne, a w mniejszym stopniu powielaé
informacje znajdujace si¢ w streszczeniu i wynikach. Ciekawg propozycjg sg plany zastosowania
nowego podejscia do zbadania regulacji przez ryboprzetaczniki u bakterii o znaczeniu klinicznym,

czyli Staphylococcus aureus opornej na metycykling.



Podsumowujgc, autor wykonal solidng prace doswiadczalng, eksperymenty zostaly
przeprowadzone w sposob zaplanowany i skrupulatny, aczkolwiek nie udato si¢ unikna¢ pewnych
bledéw i uproszczen. Warto podkresli¢, ze przeprowadzone badania wymagajg duzej
systematycznosci, doktadnosci i sprawnosci eksperymentalnej. Przede wszystkim autor wykazal, ze
opracowana przez niego metoda Term-SHAPE-Seq moze stuzy¢ do wykrywania
ryboprzelacznikéw transkrypeyjnych i innych strukturalnych elementoéw regulatorowych oraz do
badania dynamiki ich dzialania. Zaprezentowane w pracy wyniki zastosowania Term-SHAPE-Seq
nie s3 w pehi satysfakcjonujace, bo powiodta si¢ w rezultacie identyfikacja i weryfikacja tylko
jednego funkcjonalnego ryboprzetacznika, co jednak swiadczy o potencjale tego podejscia. Autor
logicznie wyjasnit przyczyny takiego stanu rzeczy i zaproponowal przebieg dalszego postepowania.
Jak sam sugeruje, konieczna jest dalsza optymalizacja i udoskonalenie tego podejscia aby bylo
bardziej wydajne i wiarygodne.

Dysertacja pana mgr Machtela jest na wysokim poziomie i swiadczy o jego samodzielnoéci i
dojrzatosci naukowej. Praca spelnia ustawowe wymagania stawiane rozprawom doktorskim,
wnioskuje zatem do Rady Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN o dopuszczenie pana mgr Piotra

Jana Machtela do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Uwagi szczegolowe:

1. Wstep, str 21, co oznacza ,polimeraza RNA zaczyna oddzialywa¢ z RNAP”?, to
prawdopodobnie przejezyczenie.

3. Eksperyment w rozdziale 4.1.2. wykonano przy pomocy polilosciowych i ilosciowych reakcji
RT-PCR, a wspolczynnik indukcji ryboprzetacznikéw zostal policzony na podstawie r6znicy
poziomu formy FL i T. Czy transkrypty te, choéby niektére z nich, mozna wykry¢ technikg
Northern blot, co pozwolitoby na bezposrednig detekcje obu form? Czy jest mozliwe zastosowanie
innej metody wykrywania i przeliczania ilodci tych transkryptow. Ograniczenia spowodowanego
réznicowym sposobem okreslania stezenia czasteczek nie niweluje zastosowane pézniej w pracy
udoskonalenia polegajace na cigciu mRNA przez RNaze H i zastosowaniu tachniki ddPCR.

4. Rys 13. Warto bytoby przedstawi¢, ktore wyniki sg istotne statystycznie.

5. Str 72. Nukleofil nie jest odczynnikiem tylko grupa chemiczna ktéra jest donorem elektronu; w
przypadku reakcji acylacji RNA przez NAI nukleofilem (jak to zwykle bywa dla RNA) jest grupa
2’0OH w rybozie, a NAI ma wlasciwosci elektrofilityczne.

6. Str 72. Jako$¢ probek RNA przed przygotowaniem bibliotek powinna by¢ sprawdzona przy
uzyciu urzadzenia Bioanalizer.

7. Str 74. Nie jest dobrze wyjasnione na czym polegajg charakterystyczne dla ryboprzetacznikow
sygnatury $wiadczace o zachodzeniu mechanizmu przedwczesnej terminacji. Oczywiscie mozna si¢

fatwo domysle¢ o co chodzi, ale przydaloby si¢ jasniejsze objasnienie. .



8. Str 76. Czy struktura drugorzgdowa 5S RNA jest zgodna z opublikowang, nie jest to
wspomniane.

9. Rys 23, 25, 28A, 32A, 33A, 40 nie sg konieczne w pracy doktorskiej.

10. Rys 44. W tym eksperymencie nalezalo przeprowadzi¢ dodatkowa kontrole polegajaca na
przeprowadzeniu calej reakcji bez obecnosci RNazy H, jest to niezbyt wazna kontrola, ale warto
byloby ja zrobié¢ dla jednego zestawu starterow.

11. Braki w opisie niektérych protokotéw, szczegélnie jesli byly przeprowadzane ,zgodnie z
protokotem dostarczonym przez producenta”, cz¢sto jednak wprowadza si¢ pewne modyfikacje. Czy
reakcj¢ odwrotnej transkrypcji podczas przygotowania bibliotek wykonano tak samo jak w przypadku
analizy RNA in vitro? Nie jest réwniez podane w jakiej temperaturze przeprowadzano reakcje
hybrydyzacji oligomeru DNA przed cigciem RNazg H. Jest to akurat do$¢ istotne poniewaz nie
udalo si¢ uzyska¢ cigcia w warunkach ex vivo dla az siedmiu transkryptéw. Wiekszos$é protokotdw
cigcia RNazg H uwzglednia etap denaturacji RNA, co znacznie zwigksza wydajno$é¢ hybrydyzacji
oligomeru, a co za tym idzie takze cigcia RNA. Autor sam przyznaje, ze nie zastosowal tego etapu.
12. Dlaczego w Tabelach 5, 6, 7 i 8 oraz na Rys 61 podano wartosci IR* bez SD lub SE? Czy
doswiadczenie byto wykonane tylko w jednym powtdrzeniu biologicznym?

13. Drobne pomylki, nieliczne bledy jezykowe, skiadniowe czy literowki (,termsensory”,
»ateunacja”, ,asreus”, ,krzywa wzrostu B. subtilis, hodowanej”; zbyt czgste stosowanie zwrotu
»dlatego tez”; uzywanie termindw anglojezycznych, np. spacer zamiast tacznik, 3' linker zamiast
linker 3")

14. Spis skrotow jest bardziej praktyczny na poczatku pracy. Niektore skroty nie sg objasnione (np.
DFHBI).

Prof. dr hab. Joanna Kufel




